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Interação das vias de sinalização WNT-PG no desenvolvimento e competência do 
embrião murino 
 
A mortalidade embrionária precoce em humanos, que ocorre frequentemente devido a erros 
antes, durante ou imediatamente após a implantação, é uma preocupação mundial com grandes 
implicações sociais e económicas. A via das prostaglandinas (PGs) é uma das vias de 
sinalização mais estudada com influência nos processos de implantação e de espaçamento dos 
embriões. A via Wnt canónica desempenha um papel importante em vários eventos do 
desenvolvimento embrionário e na preparação do útero para a receção do embrião. Desta forma, 
o objetivo deste trabalho foi inferir sobre uma possível interação entre estas duas vias de 
sinalização, já reportada noutros sistemas biológicos, e caracterizar o padrão de transcrição dos 
elementos da via de produção das PGs no embrião murino ao longo do desenvolvimento 
embrionário pré-implantação. 
Em relação à transcrição dos genes associados à via das PGs nos embriões, verificou-se um 
padrão crescente do nível de transcrição da COX-1 ao longo do desenvolvimento embrionário 
e ausência de transcrição de COX-2 em todos os estadios analisados. Observou-se ainda um 
aumento significativo (p<0,05) na transcrição da cPGES e mPGES-2 nos blastocistos eclodidos, 
e da mPGES-1 e PGFS nos blastocistos expandidos. No que diz respeito ao bloqueio da via 
Wnt pelo Dkk1, um inibidor da via Wnt canónica, não foram registadas diferenças 
estatisticamente significativas (p>0,05) entre os grupos estudados para nenhum dos genes ou 
dos estadios de desenvolvimento analisados. 
O padrão de transcrição dos genes associados à via das PGs no embrião murino foi, tanto quanto 
sabemos, descrito pela primeira vez neste trabalho, tendo-se concluído que a PGE2 parece ser 
a PG com maior nível de transcrição nos estadios estudados, indicando a sua importância no 
desenvolvimento embrionário pré-implantação, no processo de eclosão e na aquisição de 
competência do embrião para a implantação. Além disso, parece existir nesta espécie uma 
preferência pela via COX-1/PGES para a síntese de PGE2, tanto no embrião como no 
endométrio. A análise da transcrição nos locais de implantação, também evidenciou a PGE2 
como a PG com maior importância. Por fim, não foi encontrada nenhuma interação entre as 
vias de sinalização Wnt-PG no desenvolvimento e competência do embrião para a implantação.  
 























Wnt-PG pathways communication in the murine embryo development and competence  
 
Early pregnancy loss in humans, which is often due to defects that occur before, during or 
immediately after implantation, is a worldwide social and economic concern. The prostaglandin 
(PG) pathway is one of the most extensively studied signal pathways that influence embryo 
implantation and embryo spacing. The canonical Wnt pathway plays an important role in 
multiple embryo development events and in uterine decidualization. Therefore, the objective of 
this work was to evaluate the communication of Wnt and PG pathways, that was already 
established for other biological systems, and to characterize the transcriptional pattern of PG 
associated genes in the murine pre-implantation embryo.  
In this work, we observed a pattern of increasing transcription of COX-1 mRNA throughout 
pre-implantation embryo development and an absence of COX-2 transcription in all the 
analyzed embryos. Moreover, there was a significant increase (p<0,05) of cPGES and mPGES-
2 transcription in hatched blastocysts, and a significant increase (p<0,05) of mPGES-1 and 
PGFS in expanded blastocysts. Regarding the blockade of the canonical Wnt pathway with 
Dkk1, there were no significant differences (p>0,05) for any of the genes in any of the observed 
embryo developmental stages.  
To the best of our knowledge, the transcriptional pattern of PG associated genes in the murine 
pre-implantation embryo was described here for the first time. PGE2 seems to be the major PG 
involved in mouse pre-implantation embryo development, hatching process and acquisition of 
competence for implantation. Furthermore, our results suggest a preference for the COX-
1/PGES pathway in PGE2 synthesis in both the embryo and uterus. The transcriptional analyses 
of the implantation sites also revealed PGE2 as the major PG involved in pre-implantation 
embryo development. Finally, there was no evidence of an interaction between Wnt and PG 
signaling pathways in the murine embryo development and competence. 
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I. RELATÓRIO DE ESTÁGIO 
O estágio curricular decorreu entre setembro de 2016 e julho de 2017 na Secção de Reprodução 
e Obstetrícia da Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade de Lisboa (FMV-UL), 
com duas vertentes distintas: uma vertente na área Clínica e outra na área da Investigação 
Científica. Quanto à parte clínica, foi-me possível observar e participar em vários 
procedimentos técnicos da área da Reprodução de bovinos e equinos (Tabela 1), realizando 
exames ginecológicos, por palpação transrectal e por ultrassonografia, nas duas espécies; 
observei e realizei a técnica de inseminação artificial em bovinos e participei nas inseminações 
artificiais realizadas em equinos, com sémen refrigerado e criopreservado; observei e 
acompanhei protocolos de transferência de embriões, desde o estabelecimento do calendário de 
sincronização da dadora com as recetoras até à lavagem, pesquisa e transferência dos embriões 
nas duas espécies; participei em protocolos de criopreservação de embriões bovinos; observei 
e realizei exames andrológicos, com colheita de sémen pelas técnicas de electroejaculação (em 
bovinos), com manequim natural (em bovinos e equinos) e com manequim artificial (equinos), 
e posterior realização de espermograma; observei e participei em protocolos de criopreservação 
de sémen, nas duas espécies (figuras 1 e 2).  
Tabela 1– Procedimentos técnicos observados durante o estágio curricular, na área da 
reprodução de bovinos e equinos 
Procedimentos técnicos Bovinos Equinos 
Exame ginecológico 100 / 58* 281 / 79* 
Diagnóstico de gestação 10 14 
Citologia uterina 0 9 
Inseminação artificial 
   - Sémen refrigerado 







Lavagem uterina para recolha de embriões 4 3 
Transferência de embriões 23 0 
Criopreservação de embriões (sessões) 1 0 
Exame Andrológico 10 9 
Colheita de sémen 10 17 
Criopreservação de sémen (sessões) 2 8 
  NA - Não Aplicável;   *Procedimentos realizados pelo autor 
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Figura 1 – Procedimentos técnicos na área da Reprodução em machos 
 
O elevado número de exames ginecológicos observados e realizados em éguas, 
comparativamente aos realizados em bovinos, prende-se em grande parte com o propósito dos 
mesmos. A maioria dos exames ginecológicos em equinos destinou-se a determinar o momento 
da ovulação para se proceder à inseminação artificial com sémen criopreservado. Já nos 
bovinos, estes exames destinaram-se sobretudo à avaliação, quer do início da ciclicidade em 
novilhas e vacas no pós-parto, quer da sincronia recetoras-dadora em programas de 
transferência de embriões.  
 
Figura 2 – Procedimentos técnicos na área da Reprodução em fêmeas  
 
A – Exame andrológico (bovino); B – Recolha de sémen com manequim natural (equino); C – 
Avaliação morfológica de espermatozóides (bovino). 
A – Avaliação ecográfica (de 4-4 horas) para controlo do momento da ovulação e IA com sémen 
criopreservado (equino); B – Diagnóstico de gestação ao dia 14 pós-ovulação (equino); C e D – 
Lavagem uterina para recolha de embriões (equino); E, F e G – Lavagem uterina para recolha de 
embriões (bovino); H – Pesquisa de embriões pós-lavagem uterina (bovino) – 9 embriões e 1 oócito. 
 




Ao longo destes 10 meses de estágio fiz também visitas regulares ao Matadouro do Montijo 
(Raporal, S.A. – STEC) com os principais objetivos de observar a anatomia do trato reprodutivo 
bovino e treinar a técnica de palpação nesta espécie, e recolher ovários para protocolos de 










Tive ainda a oportunidade de participar na resolução de alguns casos clínicos (figura 4). 
Acompanhei um caso de retenção placentária em bovino; um caso de piroplasmose num poldro 
de 5 semanas; um caso de claudicação em equino; um caso de neoplasia em equino (invasão 
linfática de tumor testicular); e um caso de patologia da glândula mamária em equino 
(linfangiectasia). Estes dois últimos casos deram origem a duas comunicações orais 
apresentadas nas jornadas nacionais do Grupo de Trabalho de Investigação em Equinos, das 
quais sou co-autora: 
 
Fonseca, R.G.*; Torres, A.C.*; Pinto, M.; Peleteiro; C, Lopes-Da-Costa, L.: Linfangiectasia na 
glândula mamária numa égua: relatório de caso clinico. V Jornadas do Grupo de Trabalho de 
Investigação em Equídeos, 8 de Novembro de 2017, Golegã. 
 
Torres, A.C.*; Fonseca, R.G.*; Pinto, M.; Lamas, L.; Pissara, H.; Peleteiro, C.; Lopes-Da-
Costa, L.: Neoplasia testicular num equino: relatório de caso clinico. V Jornadas do Grupo de 
Trabalho de Investigação em Equídeos, 8 de Novembro de 2017, Golegã. 
 




Figura 3 – Aparelho genital feminino de bovino, recolhido em matadouro. 




Figura 4 – Casos clínicos acompanhados durante o estágio. 
 
 
Quanto à área de Investigação Científica, participei em três projetos internos do Centro de 
Investigação Interdisciplinar em Sanidade Animal (CIISA) financiados pelos fundos FCT 
UID/CVT/00276/2013:  
• Projeto CIISA 3 – 2015/2016, intitulado “Wnt-PG pathways communication in the 
murine embryo development and competence” e dirigido pela Professora Doutora Ana Catarina 
Torres, que deu origem a esta dissertação de mestrado; 
• Projeto CIISA 9 – 2016/2017, intitulado “Interplay of Notch pathway ligands Dll4 and 
Jagged1 in the modulation of mammalian spermatogenesis” e dirigido pelo Doutor Daniel 
Murta, no qual realizei as técnicas laboratoriais de qRT-PCR e imunohistoquímica em cortes 
histológicos; 
• Projeto CIISA 3 – 2016/2017, intitulado “An in vitro tridimensional matrigel culture 
system to evaluate early maternal communications: role of steroids and prostanoids” e dirigido 
pela Professora Doutora Ana Catarina Torres, no qual participei em protocolos de fertilização 
in vitro (FIV) em bovinos. 
A – Retenção placentária (bovino); B – Metrite desenvolvida após retenção placentária (A); C – 
Acumulação anormal de líquido nos tetos (equino); D – ultrassonagrafia dos tetos da égua representada 
em C; E – Equino macho com edema ventral; F – Punção aspirativa por agulha fina (PAAF) de uma 
massa detetada por ultrassonagrafia na zona dorso-lateral da zona abdominal caudal (equino 
representado em E); G e H – massas extraídas em necrópsia do equino representado em E, 






1. RELEVÂNCIA E JUSTIFICAÇÃO DO TRABALHO 
A implantação é uma etapa crucial para a manutenção da gestação, presumindo-se que cerca de 
50% de todas as gestações em humanos resultem em mortalidade embrionária precoce devido 
a falhas no mecanismo da implantação. Apesar das técnicas de reprodução assistida (TRA) 
terem ajudado a ultrapassar grande parte das afeções do foro reprodutivo, a implantação 
continua a ser a etapa limitante nos tratamentos de FIV (Dekel, Gnainsky, Granot, Racicot & 
Mor, 2014). Embora seja uma temática estudada por múltiplas equipas em todo o mundo e já 
tenham sido descritas inúmeras vias de sinalização envolvidas no processo de implantação, a 
interação entre as várias vias e a sua relevância para este processo é ainda pouco conhecida.  
A via das prostaglandinas (PGs) é uma das vias de sinalização mais estudadas com influência 
nos processos de implantação e de espaçamento dos embriões. Sabe-se que a inibição das 
enzimas envolvidas nesta via resulta em bloqueio ou atraso na implantação ou redução do 
número de implantações e perturba o mecanismo de espaçamento dos embriões (Kennedy, 
1977; Evans & Kennedy, 1978; Wellstead, Bruce & Rahima, 1989).  
A via Wnt canónica desempenha um papel importante em vários eventos do desenvolvimento 
embrionário e na preparação do útero para a receção do embrião (revisto por Chen et al., 2009). 
Embora os elementos desta via sejam intensamente expressos ao longo do desenvolvimento 
embrionário pré-implantação (Lloyd, Fleming & Collins, 2003; Mohamed, Dufort & Clarke, 
2004; Kemp, Willems, Abdo, Lambiv & Leyns, 2005), o embrião consegue desenvolver-se até 
à fase de blastocisto na ausência da sinalização Wnt (revisto por Sonderegger, Pollheimer & 
Knöfler, 2010). No entanto, a inibição desta via resulta em falhas no mecanismo de 
implantação, uma vez que é essencial na ativação do blastocisto (BL) e, por isso, na aquisição 
de competência do embrião para a implantação (Xie et al., 2008). 
No que respeita à interação entre as duas vias descritas anteriormente, há evidências de que esta 
atua quer em processos fisiológicos, tal como a regeneração de tecidos (Goessling et al., 2009), 
quer em processos patológicos, como é o caso das neoplasias (Liedert et al., 2010; Oshima & 
Oshima, 2010). Recentemente, um estudo mostrou que células trofoblásticas humanas tratadas 
in vitro com Dkk1 (Dickkopf protein 1 - um inibidor da via Wnt canónica) induziram um 
aumento de produção da prostaglandina E2 (PGE2) (Nayeem, Dharmarajan & Keelan, 2015). 
Esta parece ser a primeira referência de uma interação entre as duas vias, Wnt e PG, em eventos 
reprodutivos. No entanto, não é claro ainda se a interação existente entre estas duas vias 




Desta forma, a hipótese formulada para este trabalho é de que o bloqueio da sinalização 
canónica da via Wnt pelo Dkk1 irá conduzir a uma alteração da transcrição dos genes que 





Os objetivos estabelecidos para este trabalho experimental foram: 
1) Avaliar a transcrição de genes associados à via das PGs em diferentes fases do 
desenvolvimento embrionário pré-implantação em murganho.  
2) Avaliar a possibilidade da existência de uma interação entre as vias de sinalização Wnt-PG 
no desenvolvimento embrionário pré-implantação em murganho:  
a) Avaliar se a transcrição de genes associados à via das PGs é alterada em embriões com 
bloqueio da sinalização Wnt canónica. 
b) Avaliar se a transcrição de genes associados à via das PGs pelos LI é alterada com o 







III. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
1. CARACTERÍSTICAS REPRODUTIVAS DO MURGANHO (Mus musculus) 
O murganho (Mus musculus) é uma espécie polítoca, desenvolvendo-se vários fetos em cada 
gestação, sendo o número médio da ninhada entre 5 e 6 crias (Bennet & Vickery, 1970).  
Como os murganhos são animais notívagos, o estro (correspondente ao período de recetividade 
sexual ao macho) ocorre maioritariamente durante a noite e tem uma duração aproximada de 
14 horas. A ovulação ocorre neste período, cerca de 8 a 11 horas após o início do cio, e o corpo 
lúteo (CL) atinge o seu tamanho máximo 3 dias depois (Bennet & Vickery, 1970). Contudo, o 
CL formado após a ovulação só é ativo, no que respeita à produção hormonal, se o cérvix tiver 
sido previamente estimulado durante o estro. Desta forma, se não houver cópula, a luteólise 
funcional instala-se de imediato, embora a estrutura lútea permaneça no ovário durante os 
próximos 3 ciclos éstricos. Neste caso, o período inter-estros representa uma condição de pro-
estro e a sua duração está dependente do tempo necessário à formação de novos folículos pré-
ovulatórios (Bennet & Vickery, 1970).  
A estimulação da vagina e do cérvix, quer mecanicamente, quer pelo coito, provoca a libertação 
de prolactina pela adeno-hipófise, que por sua vez vai ativar a produção de progesterona (P4) 
pelo CL. Este mantém-se ativo até à altura da placentação, cerca dos 13 dias pós-coito (dpc). 
Após a cópula, é formado um rolhão vaginal, derivado das secreções das glândulas anexas 
masculinas, que é visível durante 16 a 48 horas. Se tiver havido estimulação cervical no estro, 
mas não ocorrer fertilização, a produção de P4 mantém-se pelo mesmo período de tempo 
(aproximadamente 13 dias), pelo que se diz que a fêmea está pseudogestante (Bennet & 
Vickery, 1970). A gestação tem uma duração média de 19 a 21 dias, no entanto pode ser 
prolongada se a mãe estiver em lactação. Neste caso, e dependendo do número de crias 
lactantes, o parto seguinte pode ser adiado até 16 dias (Bennet & Vickery, 1970).   
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2. DESENVOLVIMENTO DO EMBRIÃO MURINO NO PERÍODO PRÉ-
IMPLANTAÇÃO 
Ao longos dos tempos descreveram-se vários sistemas para a classificação de estadios do 
desenvolvimento do embrião murino, sendo o mais usado o sistema de Theiler (1989) (Hill, 
2017b). Este sistema baseia-se na classificação que Streeter (1942) propôs para o 
desenvolvimento do embrião humano e permite-nos relacionar as diferentes fases do 
desenvolvimento pré- e pós-implantação dos embriões murinos com as suas idades gestacionais 
(revisto por Kaufman, 1999).  
O desenvolvimento embrionário pré-implantação é definido como o período temporal 
compreendido entre a fertilização e a implantação. Segundo Theiler (1989), podemos dividir 
este período em 6 estadios. O primeiro estadio inicia-se com a fertilização do oócito pelo 
espermatozoide capacitado na porção mais dilatada do oviduto – a ampola. Este fenómeno 
desencadeia a conclusão da segunda divisão meiótica do oócito e origina uma célula diplóide – 
o zigoto. Nesta altura, ainda é possível observar as células do cumulus oophorus que rodeavam 
o oócito. Esta camada celular, originária das células da granulosa do folículo pré-ovulatório, 
tem um papel importante, tanto na maturação do oócito e na sua condução até ao oviduto, como 
no processo de fertilização propriamente dito (Tanghe, Soom, Nauwynck, Coryn & De Kruif, 
2002). O segundo estadio (Theiler, 1989) caracteriza-se pelo início da segmentação, onde tem 
lugar a primeira divisão celular, ou clivagem, do embrião. Nesta espécie, a primeira clivagem 
está completa por volta das 24 horas pós-coito, originando duas células de igual tamanho, 
também designadas de blastómeros. É também nesta altura que ocorre a ativação do genoma 
embrionário, ou transição materno-embrionária. Esta é uma das fases mais críticas do 
desenvolvimento embrionário, pois o embrião deixa de depender exclusivamente da transcrição 
materna para passar a expressar o seu próprio transcriptoma (Schultz, 2002). Até aqui, o 
metabolismo embrionário depende essencialmente de piruvato e lactato (Gardner & Leese, 
1988) e de alguns ácidos aminados, tais como a glutamina, a cisteína e a glicina (Brinster, 1968), 
e não da glucose, que pode ser prejudicial nesta fase inicial do seu desenvolvimento (Brown & 
Whittingham, 1992). No terceiro estadio (Theiler, 1989), os embriões atingem a fase de mórula, 
e são agora constituídos por 4 a 16 células. Na fase de 8 células, inicia-se o processo de 
compactação, que é essencial para a diferenciação das linhas celulares que se aproxima. O 
contorno dos blastómeros deixa de ser nítido devido à grande proximidade entre as células e, 
consequentemente, o embrião toma uma forma mais esférica, designando-se mórula compacta 
(MC). Durante este processo há uma alteração do metabolismo embrionário, que é distinto do 
observado até então, e que passa a permitir a utilização de glucose como substrato energético 
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(Gardner & Leese, 1988). Após a compactação, dá-se a primeira segregação espacial das células 
(estadio 4), com a maioria dos blastómeros a posicionarem-se na periferia do embrião. Estas 
células mais externas transportam iões de sódio (Na+) e cloro (Cl-) para o interior do aglomerado 
celular, promovendo assim a entrada de água por osmose para os espaços intercelulares (Hill, 
2017a). A partir deste ponto forma-se uma cavidade – o blastocelo – e o embrião toma a 
designação de BL - estadio 5 (Theiler,1989). O BL é formado por uma camada celular mais 
externa – a trofoectoderme (TE) ou trofoblasto – que dará origem aos anexos embrionários; e 
pelo botão embrionário ou embrioblasto (ICM – do inglês inner cell mass), um aglomerado de 
células pluripotentes a partir das quais se desenvolverão os tecidos fetais e alguns anexos 
embrionários (White, Bissiere, Alvarez & Plachta, 2016). À medida que o embrião se 
desenvolve, as células da ICM vão progressivamente caminhando para um dos polos – o polo 
embrionário –  até que apenas uma pequena porção da vesícula embrionária está ocupada por 
este grupo celular. Nesta altura o embrião denomina-se blastocisto expandido (BEX). A partir 
do 4º estadio (Theiler,1989) os embriões começam a entrar no útero e, posteriormente, eclodem, 
isto é, deixam de estar envolvidos pela zona pelúcida, tomando a designação de blastocisto 
eclodido (BCL). O processo de eclosão é muito importante pois permite o crescimento 
exponencial do embrião e a sua adesão ao epitélio uterino, onde poderá contactar diretamente 
com as secreções uterinas (Hill, 2017a). Por fim, o sexto estadio (Theiler,1989) é então marcado 
pela implantação propriamente dita, que se inicia nesta espécie por volta dos 4,5 dpc. 
 
Figura 5 - Desenvolvimento embrionário no período pré-implantação (adaptado de Schrode 
et al., 2013) 
 
Legenda: branco – blastómeros totipotentes; verde – trofoectoderme; roxo – botão embrionário 




A implantação é uma das fases mais importantes do desenvolvimento embrionário, sendo 
considerada a etapa limitante dos tratamentos de FIV (Dekel et al., 2014). A sincronia entre o 
desenvolvimento do embrião até BL e a preparação do endométrio para a implantação é de 
extrema importância para que este evento ocorra com sucesso. Além disso, estudos em que se 
transfere um embrião tardiamente para o útero de uma fêmea recetora de embriões, indicam 
que o BL pode esperar pela fase recetiva do útero, mas o contrário não se verifica; isto é, um 
endométrio recetivo não prolonga a sua recetividade para que o embrião adquira competência 
para a implantação (revisto por Yoshinaga, 1988). Este período limitado de tempo é 
frequentemente designado de “janela” de implantação. Nos roedores, esta janela temporal é 
muito curta, pelo que é absolutamente essencial que o blastocisto já tenha adquirido 
competência para a implantação quando o útero atinge o estado de recetividade (revisto por 
Yoshinaga, 1988).  
A aquisição de competência por parte do embrião implica que este se encontre ativo, por 
oposição a um estado de dormência, também denominado de diapausa, que determina uma 
implantação atrasada. A diapausa embrionária é, por definição, uma condição de suspensão 
temporária do desenvolvimento do embrião, devido à supressão da proliferação celular no 
estadio de BL (revisto por Lopes, Desmarais & Murphy, 2004). Reconhecem-se dois tipos de 
diapausa embrionária: a diapausa facultativa, descrita nos roedores e marsupiais, que 
corresponde à suspensão do desenvolvimento embrionário induzida por condições ambientais 
adversas; pelo contrário, a diapausa obrigatória está presente em todas as gestações de uma 
determinada espécie, provavelmente como mecanismo de sincronização de partos para uma 
altura do ano com condições ambientais favoráveis à sobrevivência dessa mesma espécie 
(revisto por Lopes et al., 2004). No caso dos roedores, quando se verifica este fenómeno, o 
desenvolvimento do embrião para além do estadio de BL é atrasado até que se desencadeie um 
pico de estrogénios responsável pela indução da recetividade uterina e, consequentemente, da 
implantação (revisto por Sutherland, 2003, e por Lopes et al., 2004). A um nível celular, 
verifica-se cessação ou diminuição extrema da proliferação celular. As células do embrião em 
diapausa assumem um estado de quiescência, em que é mantido um metabolismo basal, com 
transcrição e síntese proteica apenas suficiente para evitar a apoptose celular (revisto por Lopes 
et al., 2004).  
O desenvolvimento dos embriões dos mamíferos requer uma fonte externa de nutrientes. No 
caso dos roedores, e à semelhança do que ocorre em humanos, esta é conseguida pelo 
estabelecimento de conexões vasculares com a mãe que levam à formação de uma placenta do 
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tipo hemocorial (revisto por Sutherland, 2003). A formação deste tipo de placenta implica que 
as células da TE invadam o epitélio uterino de forma a entrarem em contacto íntimo com as 
células da lâmina própria do endométrio (revisto por Bevilacqua & Abrahamsohn, 1989). 
Após a eclosão, o embrião adere ao epitélio uterino desencadeando o processo de 
decidualização. Durante este processo, os fibroblastos da lâmina própria uterina transformam-
se em células secretoras do tipo epitelioide, designadas por células deciduais (revisto por Salleh, 
2014). Estas células formam um tecido transitório, cujas principais funções são de suporte do 
embrião e de mediar a formação de vasos sanguíneos de origem materna, que providenciam 
oxigénio e nutrientes ao embrião antes da placentação (Hantak, Bagchi & Bagchi, 2014). No 
caso dos roedores, e por oposição ao observado no ser humano, este processo é induzido pelo 
embrião quando este inicia a sua adesão ao epitélio uterino; nas mulheres, a decidualização 
uterina é independente da presença do embrião, ocorrendo naturalmente na fase secretória de 
cada ciclo menstrual (Ramathal, Bagchi, Taylor & Bagchi, 2010).  
A implantação pode ser dividida em 3 fases: aposição, adesão e invasão. Na primeira fase, as 
células da TE entram em contacto com o epitélio luminal do útero. Posteriormente, dá-se o 
encerramento do lúmen seguido de uma forte adesão da TE ao endométrio, que coincide com 
um aumento da permeabilidade vascular local. Por fim, o embrião inicia a invasão do epitélio 
luminal uterino (revisto por Zhang et al., 2013). A erosão do epitélio uterino inicia-se ao nível 
da zona equatorial do embrião e as células da TE adjacentes transformam-se em células 
trofoblásticas gigantes (Theiler, 1989), que apresentam uma intensa atividade fagocítica e de 
invasão (Bevilacqua & Abrahamsohn, 1989). Além disso, após a adesão ao epitélio uterino, as 
células epiteliais que rodeiam o BL sofrem um processo de apoptose de forma a facilitar a 
invasão do embrião e o seu acesso à rede vascular materna (revisto por Zhang et al., 2013).  
O sucesso da gestação depende em grande parte de uma comunicação complexa e favorável 
entre os tecidos maternos e o embrião/feto. A implantação é uma fase decisiva e limitante do 
desenvolvimento embrionário, sendo marcada por algumas interações embrio-maternas 
importantes, nomeadamente o estabelecimento de extensas áreas de contacto entre o embrião e 
o endométrio no polo abembrionário e nas paredes laterais do embrião; a desorganização 
gradual das células deciduais mais internas no lado anti-mesometrial; e o aumento da atividade 
fagocítica do trofoblasto devido à difusão das células trofoblásticas gigantes ao longo da 
periferia do embrião (Bevilacqua & Abrahamsohn, 1989). 
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4. TÉCNICAS DE RECOLHA, TRANSFERÊNCIA E AVALIAÇÃO DE EMBRIÕES  
4.1. Recolha De Embriões Em Murganho 
Quando se pretende fazer estudos com oócitos, estes podem ser obtidos por aspiração com 
agulha fina do líquido folicular do folículo pré-ovulatório. Quando se trata de obter oócitos 
fertilizados (zigotos ou embriões mais desenvolvidos), é necessário recolhê-los a partir do 
oviduto ou do útero (Bennet & Vickery, 1970). É ainda importante referir que qualquer um 
destes procedimentos implica a realização prévia da eutanásia das fêmeas, uma vez que é 
necessário retirar parte ou mesmo a totalidade do aparelho genital. 
Embora não seja estritamente necessário, a utilização de protocolos de superovulação 
previamente à recolha com gonodotrofinas, nomeadamente com eCG (gonadotrofina coriónica 
equina) e hCG (gonodotrofina coriónica humana), é frequente e tem como objetivo aumentar 
do número de oócitos fertilizados recolhidos (Bennet & Vickery, 1970). A escolha do protocolo 
de superovulação a utilizar depende de vários fatores, nomeadamente da estirpe e peso dos 
animais a serem superovulados, uma vez que estes fatores podem afetar a resposta ao tratamento 
(revisto por Luo et al., 2011).  
 Estão descritas várias técnicas para a recolha dos embriões a partir do oviduto. Uma delas 
implica isolar todas as estruturas na proximidade da bursa ovárica, começando por se fazer a 
secção do útero caudalmente à junção útero-tubárica; de seguida realiza-se a disseção cuidada 
do ovário de modo a conseguir-se introduzir uma agulha na porção inicial do infundíbulo, junto 
às fimbrias. Alternativamente, a agulha pode ser inserida na junção útero-tubárica, sendo feita 
a lavagem a partir desse ponto. Para se recolher os embriões a partir do útero, este deve ser 
totalmente removido e de seguida a lavagem é realizada entre a junção útero-tubárica e o cérvix 
(Bennet & Vickery, 1970).  
Na prática, as duas técnicas podem ser combinadas. Será fácil entender que quanto mais precoce 
é o embrião que se pretende obter, mais vantagens há em recorrer à primeira técnica. Assim, 
tendo em consideração que em média os embriões entram no útero no estadio de MC ou de BL 
(Theiler, 1989), a recolha a partir do oviduto terá como objetivo selecionar os embriões mais 
precoces, como os zigotos e as mórulas. Da mesma forma, quanto mais deixarmos avançar a 
gestação, mais desenvolvidos serão os embriões e maior será a probabilidade de os 
conseguirmos recolher a partir do útero. No entanto, uma vez que os embriões não entram no 
útero todos em simultâneo, nem no mesmo estadio de desenvolvimento, e que por norma o 
objetivo destes estudos é fazer a comparação entre os vários estadios, há um claro benefício em 
fazer a lavagem de ambas as estruturas.   
 




4.2. Transferência De Embriões Em Murganho 
As fêmeas recetoras de embriões devem estar num estado de pseudogestação para receber o 
embrião, pois só desta forma terão um CL ativo. Assim, estas fêmeas são colocadas com machos 
vasectomizados, de forma a que a cópula estimule o cérvix sem que ocorra fertilização. Antes 
de se realizar a transferência, deve-se atender à sincronização entre dadora e recetoras de 
embriões. Como já foi referido anteriormente, é necessário que o embrião já tenha atingido 
competência para a implantação quando o útero atinge a sua fase recetiva. Desta forma, os 
embriões a transferir devem estar em completa sincronia ou até 2 dias mais adiantados 
relativamente ao útero para o qual serão transferidos (Bennet & Vickery, 1970).  
A transferência de embriões em murganho pode ser realizada tanto por procedimentos 
cirúrgicos como não cirúrgicos. Apesar de o primeiro tipo ser tradicionalmente mais usado, 
hoje em dia têm vindo a ser otimizados procedimentos não cirúrgicos por forma a poderem 
substituir os métodos cirúrgicos de maneira a obter a mesma taxa de sucesso, com uma melhoria 
significativa do bem-estar animal (Cui et al., 2014). Ambos os tipos de metodologias implicam 
a realização de uma anestesia geral dos animais. 
O método cirúrgico de transferência é o atualmente usado no Laboratório de Reprodução e 
Desenvolvimento da FMV-UL. Após a anestesia geral do animal, um dos cornos uterinos é 
aberto através de uma pequena incisão do lado anti-mesometrial; de seguida, os embriões são 
colocados no lúmen uterino, com o cuidado de não se injetar ar; repete-se a técnica para o corno 
uterino contra-lateral; por fim, sutura-se o peritoneu e a parede abdominal (Nagy, 2003).  
 
 
4.3. Avaliação Dos Embriões 
Desde os primórdios das TRA em mamíferos que se sabe que a qualidade do embrião influencia 
o sucesso da gestação pós-transferência de embriões. Isto é, um embrião de qualidade superior 
terá maior probabilidade de chegar a termo, quando comparado com um embrião de qualidade 
inferior (revisto por Rocha et al., 2016). Contudo, os métodos utilizados atualmente para avaliar 
a qualidade dos embriões continuam a ser muito subjetivos devido à baixa repetibilidade, 
havendo discrepância na avaliação efetuada por diferentes operadores. Desta forma, o 
desenvolvimento de novos métodos de avaliação da qualidade dos embriões, que sejam mais 
objetivos e não-invasivos começa a tornar-se fundamental. Apesar da vasta investigação nesta 
área, a implementação de novos métodos não tem sido possível, por terem custos elevados e/ou 
serem invasivos, ou até mesmo letais para os embriões. Assim, e apesar da sua subjetividade, a 
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análise visual da morfologia dos embriões continua a ser a técnica mais usada (revisto por 
Rocha et al., 2016). Na ausência de um consenso da comunidade científica perante os 
parâmetros específicos a avaliar nos embriões de murganho, recorre-se muitas vezes ao que já 
está estabelecido para outras espécies em que a manipulação de embriões é usada com fins 
comerciais, como é o caso dos humanos e dos bovinos. Assim, podemos guiar-nos pelo que foi 
estabelecido pela IETS (Internacional Embryo Transfer Society) para a classificação 
morfológica de embriões de bovino. Segundo Mapletoft (2006), a primeira coisa a fazer após a 
cultura dos embriões é classificá-los, determinando-se o estadio de desenvolvimento (mórula, 
MC, jovem BL, BL, BEX ou BCL) e o grau de qualidade, de acordo com a avaliação 
morfológica (grau 1 a 4, sendo grau 1 qualidade excelente e grau 4 qualidade medíocre). O 
embrião ideal deve ser compacto e esférico; os blastómeros devem ser de tamanho semelhante, 
com coloração e textura homogéneas; o citoplasma deve ser regular e não vesiculado; o espaço 
perivitelino deve ser claro, sem detritos celulares; a zona pelúcida deve ser uniforme, sem estar 
partida ou colapsada, e não deve conter detritos à sua superfície. Na figura 6 estão representados 
embriões classificados como grau 1, em diferentes fases do desenvolvimento embrionário. 
Para a realização de transferência de embriões, devem ser selecionados preferencialmente 
embriões de qualidade excelente ou boa (grau 1 ou 2) e nos estadios de MC ou BL, pois serão 






A - estadio de mórula (ainda se distinguem os limites celulares – antes da compactação). B – mórula 
compacta (os limites celulares dos blastómeros externos deixaram de ser nítidos). C – blastocisto. D – 
blastocisto expandido. E – estadio de blastocisto eclodido - fase inicial de eclosão (notar a rotura da 
zona pelúcida junto ao polo do botão embrionário). F: blastocisto meio eclodido. G: blastocisto 
totalmente eclodido (notar o desaparecimento da zona pelúcida).  Legenda: cabeça da seta aponta para 
a zona pelúcida; 1: botão embrionário; 2: trofoectoderme; 3: blastocelo 
Figura 6 – Embriões de ratinho de grau 1 em diferentes fases do desenvolvimento embrionário 
(imagens gentilmente cedidas pela equipa de investigação da Secção de Reprodução e 
Obstetrícia da FMV-UL). 
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5. VIA DAS PROSTAGLANDINAS  
As PGs são sintetizadas a partir do ácido araquidónico (AA) existente nos fosfolípidos 
membranares das células. Devido à ubiquidade do seu percursor, as PGs podem ser produzidas 
por praticamente todas as células do organismo e estão por isso implicadas em diversos 
processos celulares (Hertelendy & Zakár, 2004). A sua síntese pode ser dividida em três etapas 
principais (Lindstrom & Bennett, 2004): i) mobilização do AA a partir das membranas celulares 
por ação de fosfolipases, nomeadamente a fosfolipase A2 (PLA2); ii) conversão do AA livre em 
prostaglandina H2 (PGH2), um intermediário instável, por ação de ciclo-oxigenases (COX); iii) 
conversão da PGH2 nos principais prostanóides produzidos in vivo - PGE2 (prostaglandina E2), 
PGF2α (prostaglandina F2α), PGI2 (prostaciclina), PGD2 (prostaglandina D2) e TXA2 
(tromboxano) - numa reação catalisada por várias sintases terminais. Estas últimas incluem a 
PGES (prostagladin E2 synthase), PGFS (prostaglandin F synthase), PGIS (PGI2 synthase), 
PGDS (PGD2 synthase) e TXS (tromboxano sintase), respetivamente. Em relação à síntese da 
PGF2α, estão descritas três vias: diretamente a partir da PGH2, à semelhança das restantes PGs; 
ou por redução da PGE2 ou da PGD2 (revisto por Watanabe, 2002). 
 




As COXs (anteriormente designadas de PGH sintases) intervêm numa etapa limitante da 
produção de prostanóides, catalisando a conversão do AA para o intermediário instável, PGH2, 
e são o alvo da terapêutica por anti-inflamatórios não esteroides (AINEs) (revisto por Schwab, 
Schluesener, Meyermann & Serhan, 2003). Estão descritas duas isoformas desta enzima – 
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COX-1 e COX-2 – que, apesar de possuírem propriedades enzimáticas semelhantes, são 
reguladas de forma distinta (Lindstrom & Bennett, 2004). A COX-1 é uma enzima de expressão 
constitutiva na maioria das células, sendo a maior fonte de prostanóides com função na 
regulação da homeostase (Ricciotti & FitzGerald, 2011). A COX-2, por outro lado, é uma 
enzima que, em condições fisiológicas, não é detetável na maioria dos tecidos; a sua expressão 
é induzida por estímulos inflamatórios, hormonas e fatores de crescimento, sendo assim a 
principal fonte de prostanóides na inflamação e doenças proliferativas, como é o caso das 
neoplasias malignas (Lindstrom & Bennett, 2004; Ricciotti & FitzGerald, 2011).  
Quanto ao papel destas enzimas no sistema reprodutor, vários autores sugerem a sua 
importância na fisiologia reprodutiva da fêmea (Lim et al., 1997), no parto (revisto por 
Lindstrom & Bennett, 2004) e no desenvolvimento embrionário (Tan, Liu, Diao & Yang, 2005), 
nomeadamente na eclosão (Huang, Wun, Goldsby, Matijevic-Aleksic & Wu, 2004; Roy & 
Seshagiri, 2013) e na implantação dos embriões (Lim et al., 1999).  
 
5.2. PG Sintases 
5.2.1. PGES 
A PGES é uma sintase terminal que catalisa a conversão da PGH2 em PGE2. Até ao momento, 
estão descritos para este grupo dois tipos de sintases: uma PGES citosólica (cPGES) e outra 
associada à membrana (mPGES). A primeira apresenta uma expressão constitutiva e converte 
preferencialmente a PGH2 derivada da COX-1 em PGE2, pelo que está normalmente associada 
a processos envolvidos na manutenção da homeostase (revisto por Helliwell, Adams & 
Mitchell, 2004). Relativamente à mPGES, são conhecidas duas isoformas: mPGES-1 que, ao 
contrário da cPGES, se associa preferencialmente à COX-2 e, por isso, a sua expressão é 
também induzida por estímulos inflamatórios (revisto por Helliwell et al., 2004); e mPGES-2, 
a PGES mais recentemente caracterizada (Tanikawa et al., 2002), de expressão constitutiva em 
variados tecidos e que se associa a ambas as COX para a produção de PGE2 (Ricciotti & 
FitzGerald, 2011). A PGE2 desempenha um papel importante na fertilização. Nos momentos 
que antecedem a ovulação, é libertada uma grande quantidade desta PG no folículo pré-
ovulatório por ação da COX-2 e, após a ovulação, esta intervém na dissolução da matriz 
extracelular produzida pelas células do cumulus, que é necessária para que a fertilização ocorra 
com sucesso (revisto por Sugimoto, Inazumi & Tsuchiya, 2015).  
 




 A PGIS é a sintase terminal envolvida na produção de PGI2, que é um potente vasodilatador e 
inibidor da agregação plaquetária (Helliwell et al., 2004). Nas células endoteliais, a PGIS é 
expressa de forma constitutiva e associa-se à COX-1. No entanto, estudos feitos em murganhos 
e humanos mostram que a COX-2 é a fonte maioritária de prostaciclina (revisto por Ricciotti & 
FitzGerald, 2011). Para além das funções já mencionadas, a PGI2 é também responsável pelo 
relaxamento do músculo liso e é a PG produzida em maior quantidade pelo miométrio humano 
(revisto por Helliwell et al., 2004). O relaxamento muscular do útero induzido pela prostaciclina 
parece ser importante nos mecanismos de implantação e manutenção da gestação. Com o 
aproximar do termo da gestação, verifica-se um aumento desta PG, que pode estar implicado 
na maturação cervical necessária para que o parto ocorra naturalmente (revisto por Hertelendy 
& Zakár, 2004).  
 
5.2.3. PGFS 
A PGFS é a sintase terminal envolvida na produção de PGF2α. Esta PG desempenha funções 
importantes em vários sistemas orgânicos, nomeadamente no rim, nos vasos, no miocárdio e no 
sistema nervoso central (revisto por Ricciotti & FitzGerald, 2011). No que respeita ao sistema 
reprodutor, a PGF2α está envolvida no mecanismo de indução da luteólise no ciclo éstrico e no 
parto (revisto por Sugimoto et al., 2015). A maioria das PGFSs pertencem à superfamília das 
aldo-ceto-redutases (AKRs) (Watanabe, 2002), que, até ao momento, tem descritas 15 famílias 
diferentes, designadas de AKR1 a AKR15 (revisto por Mindnich & Penning, 2009). A atividade 
PGFS das AKRs já foi detetada no sistema reprodutivo em várias espécies de mamíferos: em 
humanos - AKR1A1 e AKR1B1 (Pépin, Chapdelaine & Fortier, 2013), em bovinos - AKR1B5 
(Madore et al., 2003), AKR1C7 e AKR1C11 (Perelman School of Medicine – University of 
Pennsylvania, 2017) e em murganho – AKR1B3 e AKR1B7 (Kabututu et al., 2009).  
 
 
5.3. PGs No Embrião E No Endométrio Até À Implantação 
As PGs parecem intervir em processos fisiológicos importantes do embrião e do útero, que 
conduzem à implantação do embrião com sucesso (revisto por Marshburn, Shabanowitz & 
Clark, 1990).  
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Estes mediadores químicos já foram associados a diversos eventos do desenvolvimento 
embrionário, como a eclosão do blastocisto, a expansão do trofoblasto e a implantação do 
embrião (Baskar et al., 1981; Chan, 1991; Ni, Sun, Ding, Ma & Yang, 2002).  
Exames imunohistoquímicos demonstraram que a expressão de COX é maior no estadio de 
MC, sendo significativamente mais baixa após a implantação (Parr, Parr, Munaretto, Clark & 
Dey, 1988; Marshburn et al., 1990; van der Weiden, Wisse, Helmerhorst, Keirse & Poelmann, 
1996). Mais tarde, outros autores estudaram a expressão das diferentes PGE sintases pelo 
embrião murino (Tan et al., 2005) ao longo de diferentes fases do seu desenvolvimento, desde 
o zigoto até ao BL. Os resultados do estudo de Tan et al. (2005) demonstram um padrão 
crescente de expressão destas sintases, sugerindo que a síntese de PGE2 será máxima no estadio 
de BL, independentemente de ser sintetizada por via COX-1 ou COX-2. Em 2007, Pakrasi e 
Jain estudaram o efeito de inibidores seletivos de COX-1, COX-2 e PGIS no desenvolvimento 
do embrião no período pré-implantação. Os seus resultados mostraram que os dois últimos 
reduziam significativamente o desenvolvimento embrionário, e que a adição de um análogo da 
PGI2 ao meio de cultura restabelecia o desenvolvimento dos embriões. 
Relativamente ao processo de eclosão, como já foi referido anteriormente, este é um evento de 
elevada importância que antecede a implantação. Entre outros potenciais reguladores da eclosão 
do BL nos mamíferos, vários autores destacam as PGs derivadas da COX-2 como sendo 
potenciais moduladores do desenvolvimento peri-eclosão do embrião murino (Chan, 1991; 
Huang et al., 2004, 2007; Tan et al., 2005; Pakrasi & Jain, 2007; Kang, et al., 2011). Em 2013, 
Roy e Seshagiri estudaram a expressão de ARNm e proteína de COX-2 em embriões de hamster 
desde o estadio de 8 células até ao BCL e ainda a influência de inibidores seletivos de COX-2 
no evento da eclosão. Estes autores demonstraram que existia expressão de ARNm e proteína 
de COX-2 em todos os estadios estudados e que a introdução de AINESs no meio de cultura 
dos embriões inibia o processo da eclosão de uma forma dependente da dose. Resultados deste 
estudo mostraram ainda que, ao suplementar o meio de cultura dos embriões tratados com PGE2 
e um análogo da PGI2, era possível reverter o acontecimento anterior e assim permitir a eclosão 
dos embriões.  
Quanto à implantação, o primeiro relato do possível envolvimento das PGs neste evento 
remonta à década de 1970, quando Horan (1971) descreveu os efeitos de um AINE nesta fase 
do desenvolvimento embrionário, mesmo antes de se estabelecer que estes fármacos inibiam a 
síntese de PGs (revisto por Kennedy, Gillio-Meina & Phang, 2007). Em 1977, Kennedy 
demonstrou que a implantação era atrasada em ratos tratados com indometacina (um 
antagonista das PGs). Em 1978, Evans e Kennedy, verificaram que o tratamento com 
indometacina em hamsters aumentava ligeiramente a mortalidade fetal e o tempo gestacional, 
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este último indicativo de um fenómeno de implantação atrasada. Além disso, estes autores 
observaram ainda que o tratamento era responsável pela diminuição do peso dos LI. Dois anos 
mais tarde, Holmes e Gordashko (1980) confirmaram o bloqueio da implantação em animais 
tratados com indometacina (facto também observado por Biggers, Baskar e Torchiana em 
1981), provavelmente como consequência da não ativação do BL, que é necessária para que o 
evento da implantação seja desencadeado. Estes autores testaram ainda o efeito da 
administração de PGs exógenas, nomeadamente PGE2 e PGF2α, na indução da implantação e 
concluíram que ambas têm um papel importante para o desencadeamento deste evento, embora 
a PGE2 tenha sido considerada a mais eficiente.  
Outra evidência da importância destes mediadores neste período crítico do desenvolvimento 
embrionário é o aumento da concentração das PGs associado ao aumento da permeabilidade 
vascular do endométrio nos locais de implantação (revisto por Kennedy et al., 2007).   
Mais tarde, estabeleceu-se que as PGs derivadas da COX-2 seriam mediadores limitantes no 
processo da implantação, visto que ratinhos knock-out para COX-2 são inférteis, com alteração 
dos mecanismos de ovulação, fertilização, decidualização e implantação (Lim et al., 1997). Por 
outro lado, ensaios com ratinhos knock-out para COX-1 mostram que estes têm fertilidade 
normal sem alteração significativa do tamanho da ninhada. Pensa-se que as PGs derivadas desta 
enzima desempenhem o seu papel ao nível da diferenciação e proliferação celular, preparando 
o útero para o momento da implantação, uma vez que se observa a expressão uterina de COX-
1, e não de COX-2, nos dois dias que antecedem este evento (revisto por Reese, Brown, Paria, 
Morrow & Dey, 1999). 
Desde então, vários autores têm descrito a expressão das enzimas envolvidas na cascata das 
PGs, nomeadamente, COX-1 e -2, cPGES, mPGES-1 e -2 e PGIS, nos LI de murganho, rato e 
Homem (revisto por Salleh, 2014). 
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6. VIA WNT 
A via Wnt é composta por ligandos, recetores frizzled (FZD) e co-recetores LRP (low density 
lipoprotein receptor-related protein). Após a ligação do ligando aos recetores FZD e co-
recetores LRP, a sinalização Wnt pode atuar de diferentes formas: através da via canónica 
(Wnt/β-catenina) ou por vias não canónicas, nomeadamente as vias Wnt/Ca+ e PCP (planar cell 
polarity) (revisto por Tepekoy, Akkoyunlu & Demir, 2015). 
O maior participante da via Wnt canónica é a β-catenina que se encontra no citoplasma das 
células associada a um complexo de destruição, sendo ativada ou degradada consoante a 
sinalização Wnt se encontra ativa ou não, respetivamente. No seu estado ativo, um ligando 
interage com um complexo recetor FZD/co-recetor LRP, impedindo a degradação da β-
catenina, que pode assim deslocar-se ao núcleo da célula de forma a regular a transcrição dos 
genes associados à via Wnt (revisto por Tepekoy et al., 2015, figura 8).  
A regulação desta via de sinalização é feita através de dois tipos de antagonistas: sFRP (do 
inglês, secreted FZD related proteins) e Dkk. Os primeiros são estruturalmente semelhantes 
aos recetores FZD, pelo que impedem a ligação dos ligandos a estes recetores; os segundos 
conduzem a uma internalização dos co-recetores LRP-5/6, o que impede a formação do 
complexo ligando/FZD/LRP. Apesar de atuarem por diferentes mecanismos, ambos os 
antagonistas levam à inibição da ativação da via Wnt canónica (revisto por Rao & Kühl, 2010 
e Tepekoy et al., 2015). 
a - Estado Inativo: sFRP ou DKK ligam-se ao ligando ou ao co-recetor LRP, respetivamente, e o 
complexo de destruição é ativado; consequentemente a β-catenina é destruída.  
b – Estado Ativo: um ligando liga-se ao complexo recetor FZD/co-recetor LRP, inibindo o complexo 
de destruição e permitindo assim que a β-catenina se desloque até ao núcleo para regular a transcrição 
dos genes associados à via Wnt. 
Figura 8 - Esquema ilustrativo da sinalização Wnt (adaptado de Tapekov et al., 2015) 
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Relativamente aos inibidores da via Wnt canónica, o Dkk1 é um dos que se encontra melhor 
caracterizado e é, ele próprio, um gene alvo desta via, estando assim envolvido num mecanismo 
de feedback negativo (Li et al., 2010). Além disso, a família Dkk é uma família de proteínas 
conservada em todos os vertebrados e alguns invertebrados (Rao & Küll, 2010). Como já foi 
referido anteriormente, esta família, e, portanto, o Dkk1, é responsável pela internalização dos 
co-recetores LRP5/6, impedindo assim a formação do complexo ligando/recetor FZD/co-
recetor LRP. Esta internalização do LRP 5/6 é, não só um mecanismo inibidor da sinalização 
Wnt canónica, mas também um mecanismo necessário à ativação desta mesma via (revisto por 
Rao & Küll, 2010). Isto é, o Dkk1 induz uma internalização do co-recetor LRP por uma via 
endocitótica diferente daquela que se verifica para a ativação da via e, consequentemente, o co-
recetor é removido da superfície celular, ficando assim indisponível para a formação do 
complexo ligando/recetor FZD/co-recetor LRP (Yamamoto, Sakane, Yamamoto, Michiue & 
Kikuchi, 2008).  
 
 
6.1. Sinalização Wnt/Β-Catenina Nos Eventos Peri-Implantação  
A via Wnt canónica desempenha um papel importante em vários eventos do desenvolvimento 
embrionário, como a embriogénese, a organogénese e a implantação, e na preparação do útero 
para a receção do embrião (revisto por Chen et al., 2009). 
Relativamente ao desenvolvimento embrionário, já vários autores referem a expressão de 
diversos ligandos, recetores e reguladores associados a esta via pelo embrião no período pré-
implantação (Lloyd et al., 2003; Mohamed et al., 2004; Kemp et al., 2005). A ideia de que esta 
via é essencial para o desenvolvimento do embrião até BL já foi refutada diversas vezes, 
usando-se diferentes modelos experimentais (revisto por Sonderegger et al., 2010), no entanto, 
a sinalização Wnt canónica demonstra-se ser essencial na ativação do BL e, por isso, na 
aquisição de competência do embrião para a implantação (Xie et al., 2008). Assim, o bloqueio 
da via Wnt/β-catenina no embrião parece não influenciar negativamente o desenvolvimento 
embrionário propriamente dito, mas parece impedir a ativação do BL e assim afetar 
negativamente a implantação. 
No que respeita ao útero, a sinalização Wnt/β-catenina é detetada transitoriamente na manhã do 
4º dpc no miométrio, dando origem a implantações igualmente espaçadas ao longo de toda a 
extensão dos cornos uterinos e até ao cérvix (Mohamed et al., 2005), suportando a ideia de que 
esta via pode estar envolvida no mecanismo de espaçamento dos embriões (Chen et al., 2009). 
Este padrão de ativação da via Wnt canónica, que se observa durante apenas cerca de 24 horas, 
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está dependente da presença do embrião e é necessário para que a implantação ocorra com 
sucesso (Mohamed et al., 2005).  
O papel desta via também foi identificado no mecanismo de decidualização, tanto em ratinhos 
como em humanos (Tepekoy et al., 2015). Para além de já ter sido demonstrada a expressão de 
vários ligandos e genes relacionados com esta via no estroma uterino durante o processo de 
decidualização, a ausência ou a inatividade de β-catenina nesta altura é responsável por 
alterações neste processo (Chen et al., 2009). Curiosamente, tanto os ligandos como os 
inibidores desta via podem desempenhar um papel na indução da decidualização, o que pode 
significar que existem alguns ligandos com efeito inibidor neste processo que são, por sua vez, 
inibidos pelos antagonistas da via Wnt, conduzindo em última instância ao desencadear normal 
do processo de decidualização (Tepekoy et al., 2015). 
 
Figura 9 - Via Wnt nos eventos peri-implantação (adaptado de Chen et al., 2009) 
  
A) O desenvolvimento embrionário, desde a fase de zigoto até blastocisto, envolve a expressão de vários 
ligandos, recetores e reguladores associados à via Wnt canónica, no entanto também pode decorrer na 
ausência da sinalização Wnt. B) A ativação do blastocisto é uma etapa essencial para que a implantação 
ocorra com sucesso; a sinalização Wnt canónica demonstra-se ser essencial na ativação do blastocisto 
e, por isso, na aquisição de competência do embrião para a implantação. C) a sinalização Wnt/ β-
catenina é necessária na interação embrião-utero que despoleta a implantação. Além disso, está via está 
também envolvida na decidualização que ocorre em resposta à adesão do embrião ao epitélio uterino. O 
possível envolvimento desta via no espaçamento dos embriões está ainda por esclarecer. 
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7. INTERAÇÃO ENTRE AS VIAS DE SINALIZAÇÃO WNT-PG 
Uma vez que estas duas vias de sinalização participam, conjuntamente, em muitos mecanismos 
biológicos, vários autores tentam perceber se existe uma interação entre ambas as vias e quais 
as consequências da mesma ao nível do processo biológico em estudo. 
Um destes mecanismos é o do desenvolvimento das células estaminais e da regeneração celular. 
Nesta especialidade científica, um estudo demonstrou que as prostaglandinas são necessárias 
para a ativação da via Wnt, que por sua vez é responsável pela renovação das células estaminais 
hematopoiéticas e pelo repovoamento da medula óssea, sugerindo assim que a interação entre 
estas duas vias pode regular o mecanismo de regeneração celular (Goessling et al., 2009). Esta 
interação foi ainda referenciada num outro estudo com células estaminais embrionárias 
humanas (Jones et al., 2010). 
A interação Wnt-PG também já foi estabelecida em processos tumorais. Um exemplo é o caso 
dos tumores do cólon e do recto em que ambas as vias de sinalização, Wnt e PG (através da 
cascata da COX-2) estão ativas (revisto por Buchanan & DuBois, 2006). Vários estudos 
sugerem a interação entre as duas vias nesta área, demonstrando a regulação da transcrição de 
COX-2 pela via Wnt, a relação entre os papéis pro-oncogénico da via COX-2/PGE2 e 
oncogénico da via Wnt e a interação entre as duas vias na proteção contra a apoptose das células 
neoplásicas (Araki et al., 2003; Wang, Mann & DuBois, 2004; Shao, Jung, Liu & Sheng, 2005). 
Ainda no que diz respeito ao trato gastrointestinal, sabe-se que a indução simultânea de ambas 
as vias é responsável pelo desenvolvimento de alguns tumores gástricos (Oshima & Oshima, 
2010). À semelhança do que se verificou para o carcinoma do cólon e do recto, também nos 
tumores gástricos a transcrição de COX-2 parece ser regulada por alguns componentes da via 
Wnt/β-catenina (Nuñez, Bravo, Cruzat, Montecino & De Ferrari, 2011). Outro exemplo da 
interação Wnt-PG em processos tumorais é o caso das neoplasias prostáticas com metástases 
ósseas. As duas vias desempenham papéis importantes no desenvolvimento e remodelação 
óssea, bem como em doenças como a osteoporose e metástases ósseas de neoplasias prostáticas 
(revisto por Liu et al., 2010). Nesta área, verificou-se que a via COX-2/PGE2 regula a ativação 
da via Wnt, de forma dose-dependente. Isto é, doses baixas de PGE2 induzem a ativação da 
sinalização Wnt pelo aumento da expressão dos co-recetores LRP 5/6, enquanto que níveis mais 
elevados desta PG inibem a via Wnt, quer por inibição da expressão de LRP 5/6, quer pelo 
aumento da expressão dos inibidores Dkk-1 e sFRP-1 (Liu et al., 2010). 
No que concerne ao desenvolvimento embrionário, a interação Wnt-PG foi descrita 
recentemente pela primeira vez. Um estudo que recorreu a um método de co-cultura com células 
trofoblásticas humanas e células deciduais demonstrou que o bloqueio da via Wnt canónica, 
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quer por sFRP4 quer por Dkk1, conduziu ao aumento da produção de PGE2, mediada por um 
aumento da expressão de COX-1, por parte das células trofoblásticas (Nayeem et al., 2015).  
Estes autores sugerem assim que a interação entre estas duas vias de sinalização possa regular 
o processo de placentação.  
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IV. MATERIAIS E MÉTODOS 
1. DESENHO EXPERIMENTAL  
1.1. Obtenção e caracterização da amostra 
Os embriões e úteros de murganho utilizados neste trabalho experimental foram obtidos a partir 
de um outro projeto que decorria no laboratório de Reprodução e Desenvolvimento da FMV-
UL. A equipa envolvida nesse trabalho recolheu e fez a avaliação dos embriões e otimizou o 
protocolo de cultura dos mesmos. 
Embriões com 2,5 dpc foram distribuídos aleatoriamente em quatro grupos: controlo, Dkk1 
(inibidor da via WNT canónica), DAPT (inibidor da via Notch) e Dkk1+DAPT. De seguida, os 
embriões foram colocados em cultura in vitro em meio KSOM (MR-020P, Millipore, Specialty 
Media, Alemanha) suplementado ou não com os inibidores durante 46 horas, até os embriões 
atingirem os 4,5dpc de idade, tendo sido realizada uma avaliação no que respeita ao estadio de 
desenvolvimento e qualidade morfológica às 24, 32 e 46 horas de cultura.  Parte dos embriões 
foi processada para extração de ARN (ácido ribonucleico) e avaliação de transcrição de genes 
relevantes após as primeiras 24 horas de cultura, parte ficaram em cultura até às 32 horas a fim 
de serem transferidos para fêmeas recetoras de embriões e os restantes ficaram em cultura até 
às 46 horas para avaliação morfológica e avaliação de transcrição de genes relevantes.  
Nas fêmeas recetoras, 48 horas após a transferência dos embriões (5 dias de gestação), 
procedeu-se à injeção endovenosa de corante azul de Evans (para identificação dos LI), sob 
anestesia geral, seguida de eutanásia e posterior recolha do útero. Por sua vez, este foi 
processado para extração de ARN e avaliação de transcrição de genes relevantes. A partir desta 
fase as amostras dos grupos controlo e Dkk1 foram tratadas separadamente para o trabalho 
experimental que foi objeto desta dissertação de mestrado. Assim, foram analisados um total 
de 52 embriões, divididos em 2 grupos de tratamento (controlo e Dkk1) e em 3 estadios de 
desenvolvimento (20 MC, 20 BEX e 12 BCL).  
O bloqueio da via Wnt foi confirmado pela nossa equipa através da análise da transcrição do 
gene LRP6 (um co-recetor necessário à ativação da via WNT canónica). Os embriões tratados 
com Dkk1 mostraram um aumento significativo da transcrição deste gene (Batista et al., 2016), 
resultado de um fenómeno de feedback negativo (Li et al., 2010). Os embriões tratados com 
Dkk1 desenvolveram-se mais rapidamente na fase de pré-implantação (Batista et al., 2016) e 
deram origem a fetos de termo com pesos significativamente maiores do que os do grupo 
controlo (Batista et al., resultados ainda não publicados).




1.2. Análise da transcrição de genes relevantes  
A avaliação da transcrição de genes codificantes para enzimas relevantes na produção de PGs 
foi realizada em três estadios de desenvolvimento: MC, BEX e BCL.  Para a análise de 
expressão génica foram utilizadas 10 amostras por grupo e por estadio de desenvolvimento nas 
MC e nos BEX, e 6 amostras por grupo de tratamento nos BCL, sendo que cada embrião foi 
considerado como uma única amostra. No que respeita à avaliação de transcrição destes genes 
pelos LI, utilizou-se uma amostra por grupo e por sessão de tratamento, num total de 5 sessões, 
sendo que cada amostra foi obtida a partir de um pool de 2 a 4 LI. Em ambos os casos foi 
estudada a transcrição dos genes envolvidos na síntese das PGs, nomeadamente COX-1, COX-
2, mPGES1, mPGES2, cPGES, PGIS e PGFS.  
 
 
2. EXTRAÇÃO DE ARN E SÍNTESE DE ADNc 
2.1. Embriões 
Para a extração de ARN dos embriões utilizou-se o kit comercial Arcturus® PicoPure® RNA 
Isolation Kit (Applied Biosystems, Life Technologies, Foster City, CA), segundo as indicações 
do fabricante e adicionando a digestão de ADN (ácido desoxirribonucleico) genómico com o 
kit comercial RNase-free DNase Set (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha). A pureza e 
concentração do ARN extraído foram avaliadas no equipamento Nanodrop 2000C 
Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, EUA), através da medição dos rácios de 
absorvância a 260 nm versus 280 nm e absorvância 260 nm versus 230 nm (A260/280 e 
A260/230). Para uma amostra de ARN ser considerada pura, o rácio A260/280 deve ser 
aproximadamente 2 e o rácio A260/230 deve situar-se entre 2 e 2,2. Rácios A260/280 alterados 
significam normalmente contaminação com proteína ou com reagentes de extração, como os 
sais dos tampões; já a alteração do rácio 260/230 pode indicar um problema com a amostra ou 
com a técnica de extração (Desjardins & Conklin, 2010). As amostras de ARN foram guardadas 
a -80º C até à sua utilização. 
No que respeita à síntese de ADNc (ADN complementar) foi utilizado o kit comercial Maxima 
First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (Thermo Scientific, Wilmington, EUA) de 
acordo com as instruções do fabricante, sendo que por cada reação de síntese de ADNc foram 
utilizados 20 ng de ARN. Depois de sintetizado, o ADNc foi armazenado a -80º C até posterior 
utilização.  
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 Devido à quantidade diminuta de material biológico inicial, optou-se por se fazer uma reação 
de pré-amplificação com o kit comercial SsoAdvanced™ PreAmp Supermix (Bio-Rad, 
Hercules, CA), de acordo com as indicações do fabricante. De seguida, o ADNc pré-
amplificado foi diluído a 1:5 em tampão TE e armazenado a -20º C.  
 
2.2. Locais de implantação 
Os LI de cada útero foram processados em simultâneo para extração de ARN. Para o efeito, 
utilizou-se o kit comercial Rneasy mini kit (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha), segundo as 
indicações do fabricante. Em relação ao método de maceração escolhido, as amostras foram 
colocadas em tampão RLT (fornecido no kit) com adição de β-mercaptoetanol (M6250, Sigma-
Aldrich, EUA) e de seguida maceradas no Tissue lyser (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha) a 
25 Hz, durante 2 ou 3 ciclos de 30 segundos. Optou-se também por incluir a digestão de ADN 
genómico, utilizando-se o kit RNase-free DNase Set, de acordo com as instruções do fabricante. 
Por fim, avaliou-se a pureza e a concentração do ARN extraído no equipamento Nanodrop 
2000C Spectophotometer, através da medição dos rácios de absorvância a 260 nm versus 280 
nm e absorvância 260 nm versus 230 nm (A260/280 e A260/230). As amostras de ARN foram 
guardadas a -80º C até posterior utilização. 
Para a síntese de ADNc foi utilizado o kit comercial Superscript ® III First Strand Synthesis 
Supermix for qRT-PCR (Invitrogen Corporation, Nova Iorque, EUA), de acordo com as 
indicações do fabricante, sendo que por cada reação de síntese de ADNc foram utilizados 200 
ng de ARN. Depois de sintetizado, o ADNc foi diluído a 1:4 em água e armazenado a -20º C. 
 
 
3. AVALIAÇÃO DA TRANSCRIÇÃO DE GENES  
3.1. Oligonucleótidos iniciadores 
A escolha dos oligonucleótidos iniciadores (também designados primers) assentou em três 
critérios:  
I. Evitar a amplificação de ADN genómico: com o auxílio do programa informático 
Primer3 Software (Untergasser et al., 2012) desenharam-se os primers em dois exões 
adjacentes.  
II. Evitar a formação de estruturas secundárias (por exemplo, dímeros ou hairpins): 
confirmaram-se as sequências de cada primer no programa Primer Express® Software 
(Applied Biosystems, Foster City, EUA).  




III. Evitar homologias com outros genes: introduziram-se as sequências no NCBI 
Nucleotide Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) e escolheram-se os primers que 
apresentaram menor homologia com outros genes.  
Na tabela abaixo (Tabela 2) estão representadas as sequências nucleotídicas de cada primer, 
bem como o tamanho do respetivo produto de PCR (reação em cadeia da polimerase). 
 
Tabela 2 – Primers utilizados para as reações de qRT-PCR 
Gene Sequência 5’-3’ 
Produto de 
PCR (pb) 
Nº de Acesso 
(Genebank) 
COX1 
FW -  GTCATCAAGGAGTCCCGAGAGA 
RV -  CATCGATGTCACCGTACAGCTC 
148 NM_008969.4 
COX2 
FW -  ATGGGTGTGAAGGGAAATAAGGA 
RV -  GCTGGGCAAAGAATGCAAAC 
124 NM_011198.4 
FW - TGAGTGGGGTGATGAGCAAC 
RV - TGAGTTTGAAGTGGTAACCGC 
116 NM_011198.4 
cPGES 
FW -  GTATCGATCCAAATGATTCCAAGC 
RV -  CTTTGCCCTTTCCTTTGTTAACCT 
113 NM_019766.4 
mPGES1 
FW -  GAGGATGCGCTGAAACGTG 
RV -  GGAAATGTATCCAGGCGATCAG 
118 NM_022415.3 
mPGES2 
FW -  GAAGCCAGGACGGAGGAGAT 




FW -  GGGCTATTTAAAGGTGCGCGC 
RV -  TGGGCATCTTGGTGCCGTTGTT 
115 NM_009658.3 
PGIS 
FW -  AGTGAGGAGAAGGCCAGGATG 
RV -  AGCAGGGCGTTGTAGGAGAAC 
167 NM_008968.3 
RPS29 
FW – CACGGTCTGATCCGCAAATAC 





Tendo em conta a diferença entre a quantidade de material genético obtido a partir das amostras 
de endométrio e dos embriões, as condições do qRT-PCR (PCR quantitativo em tempo real) 
foram otimizadas para cada uma das análises.  
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No que respeita à avaliação da transcrição de genes pelos LI, o qRT-PCR foi realizado com 2,5 
ng de ADNc, 80 nM de cada primer e 6,25 µL de Perfecta® Sybr® Green Fast Mix, ROX™ 
(733-1386, Quanta bio, MA, USA), num volume final de 12,5 µL. Em relação aos embriões, o 
qRT-PCR foi realizado utilizando 1,25 µL de ADNc pré-amplificado diluído a 1:5, 80 nM de 
cada primer e 6,25 µL Sybr Green, num volume final de 12,5 µL. Todas as reações foram 
realizadas em duplicado e em placas de 96 poços (Applied Biosystems, ThermoFisher 
Scientific, EUA), utilizando o gene RPS29 (ribossomal protein S29) como controlo endógeno. 
As reações de amplificação foram realizadas no equipamento StepOnePlus™ (Applied 
Biosystems), utilizando-se o ciclo universal: pré-incubação a 95º C durante 10 minutos seguida 
de 40 ciclos a duas temperaturas (95º C durante 15 segundos seguido de 60º C durante 1 
minuto). Foi ainda realizado um ciclo final de obtenção de curvas de dissociação, de forma a 
confirmar que apenas um produto de PCR estava a ser amplificado em cada poço de reação. Os 
produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (2,5 %) para confirmação 
do seu tamanho, e ainda enviados para sequenciação, de forma a garantir a sua especificidade. 
Os dados relativos à quantificação da transcrição de ARNm (ARN mensageiro) foram 
normalizados utilizando-se o algoritmo Real-time PCR Miner (Zhao & Fernald, 2005).  
 
 
4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
A análise estatística foi realizada com o programa informático IBM SPSS Statistics (versão 22, 
IBM® SPSS® Statisics, 2013). Os dados obtidos de qRT-PCR, referentes à quantificação da 
transcrição de ARNm pelos embriões e normalizados pelo algoritmo Real-Time PCR Miner 
(Zhao & Fernald, 2005), foram submetidos a uma análise de ANOVA fatorial, considerando 
um modelo 3x2 (estadio de desenvolvimento x grupo de tratamento). Os resultados 
significativos obtidos nesta análise foram de seguida submetidos a um teste post-hoc de LSD.  
Os dados obtidos do qRT-PCR, referentes à quantificação da transcrição de ARNm pelos LI e 
normalizados pelo algoritmo Real-Time PCR Miner (Zhao & Fernald, 2005), foram submetidos 
a um teste-T de amostras independentes. 







1. Transcrição de genes associados à via das PGs pelos embriões 
O nível de transcrição dos genes que codificam para as principais sintases da via das PGs foi 
analisado num total de 52 embriões, divididos em 3 estadios de desenvolvimento (20 MC, 20 
BEX e 12 BCL).  
O gene que codifica para a cPGES foi o mais transcrito em todos os estadios de 
desenvolvimento, seguido dos genes das sintases membranares da PGE2 e da PGFS. A PGIS e 
a COX-1 pareceram ser os genes com menor nível de transcrição em todos os estadios de 
desenvolvimento analisados.  
Em relação ao bloqueio da via Wnt pelo Dkk1, não foram registadas diferenças estatisticamente 
significativas entre os grupos estudados, controlo e tratado, para nenhum dos genes ou dos 
estadios de desenvolvimento analisados (p>0,05), como se pode observar na tabela 3.  
 
Tabela 3 - Resultados (valores de p) da ANOVA fatorial para o nível de transcrição dos 










cPGES 0,791 0,000 0,799 
mPGES-1 0,127 0,000 0,071 
mPGES-2 0,587 0,000 0,905 
PGIS 0,753 0,611 0,478 
PGFS 0,832 0,000 0,727 
 
Uma vez que não se verificaram diferenças estatisticamente significativas quanto ao efeito do 
tratamento, nem interação entre o tratamento e o estadio de desenvolvimento, os dois grupos 
(controlo e Dkk1) foram analisados em conjunto para a avaliação do padrão de transcrição dos 
genes associados à via das PGs ao longo do desenvolvimento embrionário pré-implantação do 
ratinho. 
O ARNm do gene que codifica para a COX-1 foi detetado em 66,7% dos BCL e 25% dos BEX, 
não tendo sido detetado em nenhuma das 20 MC analisadas, o que representa transcrição deste 
gene em apenas 25% da totalidade das amostras. Comparando o nível de transcrição da COX-1 





 aumento da transcrição deste gene ao longo do desenvolvimento embrionário (Figura 10). 
Contudo, tendo em conta que o número da amostra é reduzido, não foi possível aferir se as 
diferenças observadas são estatisticamente significativas.  
 
Figura 10 – Níveis de transcrição da COX-1 nos três estadios analisados: MC (mórula 
compacta), BEX (blastocisto expandido) e BCL (blastocisto eclodido). As colunas representam 
os níveis de transcrição do gene em unidades arbitrárias (u.a.) e as barras de erro o erro padrão 
da média (SEM); a curva representa a linha de tendência do gráfico.  
 
 
Em relação à COX-2, não foi detetada transcrição do gene que codifica para esta enzima em 
nenhum dos 52 embriões analisados, com qualquer um dos pares de primers testados para a 
análise. Ambos os pares de primers foram usados para a análise dos LI, com deteção de produto 
amplificado, conforme demonstrado mais à frente neste documento (Figura 15). 
O gene que codifica para a cPGES parece ter sido o mais transcrito em todos os estadios de 
desenvolvimento (Figura 11). Analisando o nível de transcrição deste gene ao longo do 
desenvolvimento embrionário pré-implantação, é possível observar que nos BCL há um 
aumento significativo da transcrição em relação aos restantes estadios analisados (p<0,05). Não 
parece haver diferenças estatisticamente significativas entre o nível de transcrição de cPGES 



































Figura 11 - Níveis de transcrição da cPGES nos três estadios analisados: MC (mórula 
compacta), BEX (blastocisto expandido) e BCL (blastocisto eclodido). As colunas representam 
os níveis de transcrição do gene em unidades arbitrárias (u.a.) e as barras de erro o erro padrão 




Quanto às sintases membranares da PGE, a mPGES-1 parece ter sido mais transcrita do que a 
mPGES-2 nas MC e nos BEX, mas nos BCL observa-se o inverso (Figura 12). Relativamente 
à mPGES-1, verificou-se um nível de transcrição significativamente mais elevado nos BEX e 
nos BCL quando comprados com as MC (p<0,05); no entanto, não parecem existir diferenças 
estatisticamente significativas entre os BEX e os BCL (p>0,05). Já no caso da mPGES-2, foi 
possível observar que os BCL apresentam uma transcrição deste gene significativamente mais 
elevada do que qualquer um dos outros estadios de desenvolvimento analisados (p<0,05), 
embora não se verifiquem diferenças estatisticamente significativas no nível de transcrição da 




























   












Figura 12 - Níveis de transcrição da mPGES-1 (A) e da mPGES-2 (B) nos três estadios 
analisados: MC (mórula compacta), BEX (blastocisto expandido) e BCL (blastocisto eclodido). 
As colunas representam os níveis de transcrição do gene em unidades arbitrárias (u.a.) e as 
barras de erro o erro padrão da média (SEM). Colunas com letras diferentes são estatisticamente 




A PGFS foi uma das sintases com menor nível de transcrição nos estadios analisados, tendo 
sido detetada apenas em 65,4% da totalidade das amostras analisadas (55% das MC, 90% dos 
BEX e 41,7% dos BCL). Os BEX apresentaram uma transcrição deste gene significativamente 
superior quando comparado com os restantes estadios analisados (p<0,05). Apesar de não se 
verificarem diferenças estatisticamente significativas entre os níveis de transcrição das MC e 
dos BCL, estes últimos parecem ter um nível de transcrição de PGFS ligeiramente superior 











































































Figura 13 - Níveis de transcrição da PGFS nos três estadios analisados: MC (mórula 
compacta), BEX (blastocisto expandido) e BCL (blastocisto eclodido). As colunas representam 
os níveis de transcrição do gene em unidades arbitrárias (u.a.) e as barras de erro o erro padrão 
da média (SEM). Colunas com letras diferentes são estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). 
 
 
Por fim, a PGIS parece ter sido a sintase terminal com menor nível de transcrição em todos os 
estadios de desenvolvimento analisados, tendo sido detetada apenas em 44,2% da totalidade 
das amostras analisadas (45% das MC, 45% dos BEX e 41,7% dos BCL). No caso deste gene, 
não se verificaram diferenças estatisticamente significativas entre os níveis de transcrição dos 
diferentes estadios de desenvolvimento, embora pareça existir um aumento da transcrição da 
PGIS dos BEX para os BCL (Figura 14).  
 
Figura 14 - Níveis de transcrição da PGIS nos três estadios analisados: MC (mórula compacta), 
BEX (blastocisto expandido) e BCL (blastocisto eclodido). As colunas representam os níveis 













































































2. Transcrição de genes associados à via das PGs pelos LI 
Em relação ao padrão de transcrição de genes associados à via das PGs pelos LI aos 5 dias de 
gestação, podemos verificar que o gene que codifica para cPGES é o mais transcrito, seguido 
da COX-1, PGIS, PGFS, sintases membrares da PGE2 e, por fim, a COX-2 (Figura 15).  
 
Figura 15 - Efeito do tratamento dos embriões com Dkk1 nos níveis de transcrição pelos LI 
dos genes associados à via das PGs: COX-1, COX-2, cPGES, mPGES-1, mPGES-2, PGIS e 
PGFS. As colunas representam os níveis de transcrição dos genes em unidades arbitrárias (u.a.) 











No que respeita ao bloqueio da via Wnt pelo Dkk1, não foram verificadas diferenças 
estatisticamente significativas entre os dois grupos estudados, controlo e Dkk1, para nenhum 
dos genes avaliados (p>0,05), conforme se pode observar na tabela 4. 
 
Tabela 4 - Resultados (valores de p) do teste T de amostras independentes para o nível de 




Gene Alvo COX-1 COX-2 cPGES mPGES-1 mPGES-2 PGIS PGFS 
Efeito do 
Tratamento 


















































VI. DISCUSSÃO  
A mortalidade embrionária precoce em humanos, que ocorre frequentemente devido a erros 
antes, durante ou imediatamente após a implantação, é uma preocupação a nível mundial com 
grandes implicações sociais e económicas (Wang & Dey, 2006). Apesar da vasta investigação 
existente nesta área, ainda não são conhecidos todos os mecanismos biológicos envolvidos 
nesta fase tão crítica do desenvolvimento embrionário.  
Sabendo já do envolvimento das vias Wnt/β-catenina e das PGs nos eventos peri-implantação, 
foi objetivo deste trabalho indagar sobre uma possível interação entre estas duas vias de 
sinalização e caracterizar o padrão de transcrição dos elementos da via de produção das PGs no 
embrião murino ao longo do desenvolvimento embrionário pré-implantação. 
Até à data, apenas um trabalho tentou demonstrar a interação entre as vias de sinalização Wnt 
e PG em eventos reprodutivos, tendo utilizado para o efeito uma cultura de células trofoblásticas 
humanas (Nayeem et al., 2015). Em relação à via das PGs, alguns estudos descrevem a 
expressão das enzimas associadas a esta via ao longo do desenvolvimento embrionário pré-
implantação no ratinho (Niimura & Ishida, 1987; Marshburn el al., 1990; van der Weiden et 
al., 1996; Tan et al., 2005; Pakrasi & Jain, 2007), no entanto o padrão de transcrição dos genes 
associados à via das PGs ao longo deste período nesta espécie é, de acordo com que sabemos, 
descrito pela primeira vez neste trabalho.  
A COX, enzima limitante no processo de biossíntese de PGs, tem duas isoformas – COX-1 e 
COX-2. Os resultados deste trabalho mostram que apenas o gene que codifica para a COX-1 é 
transcrito pelo embrião em níveis detetáveis pelo método utilizado e apenas a partir do estadio 
de BEX. Parece verificar-se também um padrão de transcrição crescente deste gene ao longo 
do desenvolvimento embrionário pré-implantação. Estes resultados são, no entanto, 
contraditórios aos encontrados na literatura para outras espécies. Relativamente à COX-2, um 
estudo com embriões de bovino referiu a transcrição deste gene nos estadios de BL e BEX 
(Torres et al., 2014) e um outro, que recorreu a análise por qRT-PCR em embriões de hamster, 
descreveu transcrição nos estadios de 8 células, MC, BL e BLC (Roy & Seshagiri, 2013). Este 
último trabalho recorreu à análise de pools de pelo menos 20 embriões. Apesar de apenas ter 
sido utilizada a quantidade de ADNc equivalente à de um embrião, a utilização desta técnica 
dilui as diferenças que possam existir entre indivíduos e, por isso, consegue-se detetar a 
transcrição deste gene mesmo quando parte dos indivíduos não o transcreve. Deste modo, os 
resultados deste tipo de análise representam os níveis médios de ARNm do pool, descurando a 





a robustez da experiência realizada (Jong et al., 2010). O nosso trabalho analisa cada embrião 
individualmente, sendo por isso os resultados representativos da transcrição individual de cada
embrião. Alternativamente, a discordância dos nossos resultados com os de Roy e Seshagiri 
(2013) e de Torres et al. (2014) pode prender-se com variações interespecíficas e, assim sendo, 
o nível de transcrição destes genes poderá não ser conservado entre espécies. Por outro lado, 
um estudo realizado em embriões de rato, demonstrou que estes transcrevem COX-1 mas não 
COX-2, durante a organogénese (Streck, Kumpf, Ozolins & Stedman, 2003). Em 1990, 
Marshburn el al. usaram um método de imunohistoquímica para demonstrar a presença de 
COX-1 em embriões de murganho presentes em secções de útero e oviduto. Em 1996, van der 
Weiden et al. confirmaram estes resultados demonstrando a presença da mesma enzima em 
embriões murinos desde o estadio de 2 células até ao BL, sendo que neste último estadio foi 
observada uma diminuição da expressão de COX-1. Mais tarde, Tan et al. (2005) descreveram 
um padrão crescente de expressão de COX-1 desde o embrião de 2 células até à MC, diminuindo 
ligeiramente no BL, bem como uma elevada expressão de COX-2 desde o estadio de 2 células 
até ao BL. Também Pakrasi e Jain (2007) obtiveram resultados semelhantes, detetando por 
imunohistoquímica a expressão de COX-1 a partir do estadio de 2 células e de COX-2 a partir 
do embrião de 8 células. Todos estes estudos diferem significativamente do trabalho aqui 
apresentado pelo facto de terem investigado e detetado expressão proteica e não transcrição 
génica. A discrepância de resultados pode ser explicada pelo facto de nem sempre os níveis de 
proteína se correlacionarem com os níveis de ARNm, especialmente nas fases iniciais do 
desenvolvimento embrionário (Peshkin et al., 2015). O estudo anteriormente referido, 
demonstrou a existência de dois padrões proteicos no embrião: as proteínas de origem materna, 
mais estáveis e que se encontram em níveis mais elevados, e um conjunto mais dinâmico e 
menos abundante, de origem embrionária. Isto leva-nos a uma das fases críticas do 
desenvolvimento embrionário, a transição materno-embrionária. Esta transição parece ser 
gradual, sendo que as proteínas maternas podem ter um papel ativo até pelo menos ao estadio 
de BL (revisto por Li, Lu & Dean, 2013).  
Relativamente às PG sintases, os genes que codificam para as sintases da PGE2, nomeadamente 
a cPGES, parecem ser os mais transcritos em todos os estadios de desenvolvimento. Os BCL 
apresentaram um nível de transcrição do gene que codifica para a cPGES significativamente 
superior quando comparados com as MC ou os BEX. Quanto às sintases membranares da PGE, 
a mPGES-1 parece ser mais transcrita do que a mPGES-2 nas MC e nos BEX, mas nos BCL 
observa-se o inverso. Verificou-se ainda que os BEX e os BCL transcrevem significativamente 





significativamente mais elevada do que qualquer um dos outros estadios de desenvolvimento 
analisados. Em 1987, Niimura e Ishida, demonstraram pela primeira vez a presença de PGE2 
em embriões de ratinho, desde o estadio de zigoto até ao BL. A PGE2 é uma das PGs mais 
abundantes no organismo animal e desempenha um vasto leque de funções biológicas (revisto 
por Ricciotti & FitzGerald, 2011). Uma vez que a PGE2 já tinha sido implicada no mecanismo 
de transporte de fluidos noutros tecidos, sugeriu-se que esta PG fosse também responsável pela 
formação e expansão do blastocelo e, consequentemente, pelo aumento da pressão nesta 
cavidade, que resultaria no início do processo de eclosão embrionária (Biggers, Leonov, Baskar 
& Fried, 1978; Baskar et al., 1981). Mais tarde, verificou-se que a suplementação do meio de 
cultura com PGE2 aumentava a taxa de eclosão de embriões de ovino in vitro (Sayre & Lewis, 
1993), o que veio reforçar a ideia de que esta PG teria um papel ativo neste evento do 
desenvolvimento embrionário. Adicionalmente, os resultados descritos por Tan et al. (2005) 
sobre a expressão destas enzimas pelo embrião murino até ao estadio de BL confirmaram uma 
expressão mais elevada destas sintases neste estadio, sugerindo assim uma produção elevada 
de PGE2, que por sua vez é compatível com o envolvimento desta PG nos processos de eclosão 
e implantação. Os nossos resultados parecem também suportar esta ideia, uma vez que se 
verificou um aumento significativo na transcrição de todas as sintases da PGE2 no estadio de 
BCL, quando comparado com os restantes estadios analisados. Além disso, uma vez que se 
verificou o mesmo padrão de aumento de transcrição ao longo do desenvolvimento embrionário 
para a COX-1, parece existir uma preferência pela via COX-1/PGES para a síntese da PGE2 
nesta fase do desenvolvimento embrionário do ratinho. Já havia sido referida a preferência da 
cPGES para a conversão da PGH2 derivada da COX-1 (Tanioka, Nakatami, Semmyo, 
Murakami & Kudo, 2000) e a capacidade da mPGES-2 sintetizar PGE2 por ambas as vias 
(Murakami et al., 2003). O estudo de Tan et al. (2005) não estabelece a via preferencial de 
produção desta PG, apesar de ter concluído que a mesma deve ser elevada no estadio de BL. 
No entanto, o mesmo parece não acontecer para outras espécies. Os resultados de um trabalho 
que avaliou a expressão das enzimas envolvidas na síntese de PGE2 por embriões de bovino 
cultivados in vitro, sugere a utilização exclusiva da via COX-2/mPGES-1 nos estadios de MC 
e BL (Saint-Dizier, Grimard, Guyader-Joly, Humblot & Ponter, 2011). Contudo, 
independentemente das diferenças inter-específicas, todos estes trabalhos sugerem a 
importância da PGE2 na expansão do blastocelo, que conduz à eclosão embrionária, e no 
desenvolvimento da competência para a implantação.  
Em relação às restantes PG sintases, a PGFS, seguida da PGIS, foram as sintases com menor 
nível de transcrição em todos os estadios analisados no nosso trabalho. Os BEX apresentaram 





BCL. A transcrição desta sintase e consequente produção de PGF2α já foi referida pela nossa 
equipa em embriões de bovino cultivados in vitro até ao dia 7, correspondente ao 
desenvolvimento embrionário pré-eclosão (Torres et al., 2013, 2014). Contudo, o papel da 
PGF2α no desenvolvimento embrionário é ainda controverso. Quando adicionada ao meio de 
cultura, esta PG parece diminuir as taxas de rendimento e de eclosão dos BL de coelho (Maurer 
& Beier, 1976), rato (Buuck et al., 1997) e bovino (Fazio, Buuck & Schrick, 1997; Scenna et 
al., 2004). Por outro lado, Soto et al. (2003) não verificaram quaisquer efeitos inibidores da 
PGF2α no desenvolvimento embrionário bovino quando esta era adicionada ao meio de cultura 
após a fertilização. Finalmente, Sayre (2007) verificou que a taxa de eclosão de embriões 
caprinos aumentava na sequência de uma razão PGE:PGF2α elevada. Além disso, são várias as 
enzimas com atividade PGFS, sendo que a maioria pertence à família das AKRs (Watanabe, 
2002). Até à data, a AKR1b3 parece ser a única AKR com expressão no ratinho cujo único 
produto é a PGF2α (Pratt-Hyatt, Lickteig & Klaassen, 2013), razão pela qual esta foi escolhida 
para integrar este trabalho. No entanto, é possível que existam outras enzimas envolvidas na 
síntese desta PG no murganho e que possa existir uma preferência por uma determinada via de 
produção em cada fase do desenvolvimento embrionário, à semelhança do que se tem verificado 
para a PGE2.  
A PGIS parece ser a sintase terminal com menor nível de transcrição em todos os estadios de 
desenvolvimento analisados. Não se verificaram diferenças estatisticamente significativas entre 
os níveis de transcrição dos diferentes estadios de desenvolvimento, embora pareça existir um 
aumento da transcrição da PGIS dos BEX para os BCL. Huang et al., (2004) demonstraram que 
a PGI2, ou prostaciclina, é um mediador importante na eclosão dos blastocistos, visto que a 
inibição da eclosão embrionária era conseguida através da adição de um inibidor das PGs ao 
meio de cultura dos embriões, e que esta ação poderia ser revertida com um análogo da PGI2, 
mas não com PGE2 ou PGF2α. Além disso, mediram o perfil de eicosanóides produzidos pelos 
embriões e concluíram que a prostaciclina é a PG produzida em maior quantidade, ao passo que 
a PGE2 e a PGF2α são produzidas apenas em pequenas quantidades. O perfil de eicosanóides no 
embrião parece não ser conservado entre espécies, pelo que embriões de espécies diferentes 
apresentam um perfil de produção de PGs diferente (Lewis, 1989). Nomeadamente, embriões 
de bovino parecem produzir maioritariamente PGF2α (Lewis, 1989; Torres et al., 2014) 
enquanto que embriões de suíno produzem maioritariamente PGE2. Apesar dos resultados de 
Huang et al. (2004) indicarem que a prostaciclina é o eicosanóide mais produzido no embrião 
murino, outros estudos apontam para a importância da PGE2 e da PGF2α nos mecanismos que 





uma vez que nem sempre os níveis de ARNm se correlacionam com os de proteína (Peshkin et 
al., 2015). 
No que se refere aos LI, os nossos resultados apontam para uma transcrição mais elevada de 
cPGES, seguida de COX-1, PGIS, PGFS, sintases membrares da PGE2 e, por fim de COX-2. 
As PGs já foram implicadas no aumento localizado da permeabilidade vascular no endométrio 
que, por sua vez, parece ser um pré-requisito essencial para a ocorrência da reação de 
decidualização do endométrio e consequente início do processo da implantação do embrião 
(revisto por Kennedy et al., 2007). Em 1996, Chakraborty, Das, Wang e Dey estudaram por 
métodos de Northern Blot e imunohistoquímica a expressão dos genes que codificam para as 
COXs no útero de ratinho e verificaram que a presença de ARNm de COX-1 durante o período 
pré-implantação era mais elevada no dia 4 e que diminuía com o início da reação de adesão do 
BL ao endométrio; pelo contrário, o ARNm de COX-2 foi detetado com o início da reação de 
adesão exclusivamente nas áreas do endométrio que envolviam o BL. O nosso trabalho aponta 
para uma transcrição mais elevada de COX-1 nos LI, indicando um papel mais ativo desta 
enzima na síntese de PGs nesta fase da gestação, quando comparada com a COX-2. Apesar dos 
primeiros estudos com ratinhos mutantes (knock-out) para COX-2 terem indicado que esta 
enzima seria essencial para diversos mecanismos da reprodução feminina, nomeadamente para 
a implantação (Lim et al., 1997, 1999), os resultados de Cheng e Stewart (2003), demonstram 
que a deficiência em COX-2 limita a decidualização mas não afeta significativamente as taxas 
de implantação nem a capacidade destas fêmeas levarem uma gestação até termo.  
Em relação às PG sintases, o ARNm da cPGES é detetado intensamente nas células do estroma 
que envolvem o embrião e no útero com implantação atrasada após tratamento com estrogénio, 
diferindo das áreas entre LI ao dia gestacional 5 e de úteros pseudo-gestantes (Ni, Sun, Ma & 
Yang, 2003). O mesmo grupo de trabalho já havia referido a presença de ARNm da mPGES no 
estroma sub-luminal que envolve o embrião, que assim diferia das áreas entre LI ao dia 
gestacional 5 e de úteros pseudo-gestantes (Ni et al., 2002). Os resultados de Ni et al. (2002, 
2003) apontam para a importância da cPGES na permeabilidade vascular que se observa na 
primeira fase de adesão do embrião ao endométrio, e da mPGES nos processos de 
decidualização e implantação, suportando assim os nossos resultados e sugerindo mais uma vez 
o papel central da PGE2 nesta fase do desenvolvimento embrionário. Lim et al. (1999) observou 
que a PGI2 era a PG mais prevalente, seguida da PGE2, nos LI do ratinho, e que era também a 
PG-chave na implantação. No entanto, Kennedy (1979) mostrou que no rato apenas a PGE2 
estaria envolvida no aumento da permeabilidade vascular nos LI, e, no hamster, a PGE2 também 





Relativamente à interação entre as duas vias de sinalização Wnt e PG, os nossos resultados 
mostram que os níveis de transcrição dos genes envolvidos na via das PGs não foram alterados 
pelo bloqueio da via Wnt com Dkk1, tanto nos embriões tratados como no endométrio onde 
estes se implantaram, sugerindo então a ausência de uma interação entre as duas vias aqui 
estudadas. Resultados anteriores da nossa equipa mostram que o bloqueio da via Wnt/β-
catenina foi responsável por um aumento da cinética de desenvolvimento dos embriões in vitro 
(Batista et al., 2016), que por sua vez resultam em fetos de termo com pesos significativamente 
maiores que o controlo (Batista et al., resultados ainda não publicados), sugerindo que esta via 
tem um papel inibidor do desenvolvimento embrionário e fetal. Como já foi referido 
anteriormente, a via das PGs está descrita como sendo essencial e indispensável para o 
desenvolvimento embrionário pré-implantação e para a implantação propriamente dita. Neste 
trabalho, demonstrámos que o padrão de transcrição das PGs no embrião vai-se alterando com 
a progressão do desenvolvimento embrionário, sendo significativamente superior no estadio de 
BCL. No entanto, não parece haver evidências de que uma maior cinética de desenvolvimento 
influencie a produção de PGs no embrião. Isto é, um BCL do grupo Dkk1 pode ter atingido este 
estadio de desenvolvimento mais rápido do que um controlo, no entanto, comparando ambos 
os embriões no mesmo estadio, não existem diferenças significativas na transcrição dos genes 
associados à via das PGs. De facto, corroborando estes resultados de análise de transcrição, o 
bloqueio da via Wnt também não pareceu afetar significativamente as taxas de implantação aos 
5 e aos 18 dias de gestação nem a viabilidade fetal aos 18 dias (Batista et al., resultados ainda 
não publicados). Nayeem et al. (2015) demonstraram pela primeira vez a interação entre estas 
duas vias de sinalização em células do trofoblasto, fazendo um ensaio inicial onde colocaram 
em cultura células trofoblásticas e deciduais isoladamente e em co-cultura, e analisando a 
transcrição e expressão de elementos associados à via Wnt e das PGs em culturas de células 
deciduais, de células do trofoblasto e da co-cultura de ambos. Deste primeiro ensaio, concluíram 
que a co-cultura resultava em aumento da transcrição e expressão dos antagonistas da via Wnt, 
diminuição da sinalização Wnt canónica, aumento da transcrição e expressão de COX-1 
relativamente à cultura de células do trofoblasto isoladamente e aumento da produção de PGE2 
relativamente às células da decídua e do trofoblasto isoladamente, evidenciando a importância 
da comunicação embrio-materna nesta fase da implantação. Num segundo ensaio, estes autores 
colocaram individualmente as células da decídua e do trofoblasto numa cultura de 3 dias com 
Dkk1 ou sFRP4 isoladamente, por forma a inibir farmacologicamente a via Wnt canónica. 
Deste ensaio, concluíram que apenas o tratamento com sFRP4 era capaz de aumentar 





aumentava significativamente na cultura de células do trofoblasto após tratamento com 
qualquer um dos dois antagonistas da via Wnt analisados. Adicionalmente, não foram 
observadas diferenças significativas na produção de PGE2 pelas células da decídua após o 
tratamento com qualquer um dos antagonistas utilizados (Nayeem et al., 2015). Os resultados 
do trabalho desta dissertação demonstraram que o tratamento dos embriões com Dkk1 não 
afetou significativamente a transcrição de genes associados à via das PGs pelos LI, o que está 
de acordo com os resultados de Nayeem et al. (2015).  O nosso trabalho também demonstrou 
que o tratamento dos embriões com Dkk1 não parece afetar significativamente a transcrição 
dos mesmos genes pelos embriões. Apesar dos resultados de Nayeem et al. (2015) terem 
demonstrado um aumento da produção de PGE2 pelas células do trofoblasto tratadas com Dkk1, 
não foram observadas diferenças significativas na expressão de COX-1, enzima limitante na 
biossíntese de PGs, nas células tratadas com este antagonista. Desta forma, estes resultados 
parecem sugerir uma vez mais que a produção de PGE2 pelo embrião nesta fase inicial do 
desenvolvimento embrionário pode não estar dependente apenas da síntese das enzimas 
associadas à via das PGs pelo próprio, mas sim de uma via alternativa de produção, 
















Neste trabalho foi, de acordo com o que sabemos, descrito pela primeira vez o padrão de 
transcrição dos genes associados à via das PGs no embrião murino. Neste sentido, foi possível 
concluir que a PGE2 parece ser a PG com maior importância no desenvolvimento embrionário 
pré-implantação, no processo de eclosão e na aquisição de competência do embrião para a 
implantação. Além disso, parece existir nesta espécie uma preferência pela via COX-1/PGES 
para a síntese de PGE2, tanto no embrião como nos locais de implantação.  
A análise de transcrição dos genes associados à via das PGs pelo endométrio também revelou 
que a principal PG produzida nos LI nesta fase será a PGE2.  
Por fim, concluiu-se que não parece existir uma interação entre as vias de sinalização Wnt-PG 
no desenvolvimento e competência do embrião para a implantação.  
Em estudos futuros seria interessante fazer ensaios de co-cultura in vitro de células endometriais 
com embriões, de modo a avaliar a transcrição de genes associados à via das PGs nos embriões, 
na presença e na ausência das células endometriais, e vice-versa; adicionalmente, medir a 
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